
























When my  sister was  suffering  the worst  from anorexia nervosa during  the mid 90´s,  I 
started to develop a huge frustration against the theories fluctuating in society, trying to 
explain the disease. It was back then, and might still so be, common to hear justifications 
related to “a controlling mum” and an “absent dad”. Even though we all  in  the  family 
knew  the  incorrectness  in such  rationalizations,  I guess we all  felt a  fragment of guilt. 
This made me want  to  search  for other explanations. Still  today,  I believe,  that many 
people  think about disorders  such as anorexia nervosa and bulimia nervosa as purely 









Adding  to  this,  the  notion  that  so  little  research  is  being  conducted  in  the  field  of 
anorexia, especially  in  relation  to  the vast amounts of  research conducted on obesity, 








The main goal of  this  thesis  is  to  increase  the knowledge about one of  the most  important 
tasks  of  the  brain,  the  hypothalamic  regulation  of  food  intake.  The  hypothalamus  is 
considered  to be  the brain’s main  center  for  regulation of  food  intake and  it  is  integrating 
signals  regarding  energy  status,  from  the body,  to  initiate  a proper behavioral  response. A 
malfunctioning of this sensitive system can cause disturbed eating behavior, and have serious 
consequences for the organism’s well being. Disturbed eating behavior is not only part of the 






intake.  In Paper  I, we  studied  the normal development of  the projections  from NPY/AGRP 
expressing neurons in the arcuate nucleus (Arc), in normal mouse, and were able to conclude 
that  the  first  three  postnatal  weeks  appear  to  be  critical  for  the  development  of  this 
hypothalamic  food  intake‐regulating  system.  Previous  studies  have  shown  several 








Interestingly,  these  were  all  areas  in  which  we  previously  detected  a  reduced  density  of 
NPY/AGRP‐ir  fibers  in  anx/anx  mice,  indicating  that  the  aberrant  hypothalamic 
neurochemistry in the anx/anx mice could be related to an inflammatory/neurodegenerative 





and zona  incerta. Caspase 6  is required for axonal degeneration, and has been  implicated  in 
the pathology of neurodegenerative disorders. Taken  together,  this provides  evidence of  a 
neurodegenerative process  in hypothalamus of  the anx/anx mice.  In Paper  IV, we aimed  to 




assembled  complex  I  in  the  mitochondrial  oxidative  phosphorylation  system,  as  well  as 
accumulation of sub‐complexes resulting and increased production of reactive oxygen species. 
The  increased  levels  of  reactive  oxygen  species  can  initially  act  as  a  signaling  molecule 
affecting hypothalamic neurons,  leading  to  reduced  food  intake, oxidative  stress and  in  the 
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The  regulation  of  food  intake  is  a  most  important  task  of  the  brain,  and  a 
dysregualtion  of  the  systems  involved  can  have  fatal  consequences.  The 
hypothalamus  is  considered  to  be  the major  feeding  center of  the brain  (Schwartz 
2006), and it is integrating nutritional status signals from the body to initiate a proper 
response  ‐  to eat or not  to eat. When  this  sensitive  system  is malfunctioning  it will 





complex  group  of  poorly  understood  disorders  that  currently  lack  effective 
pharmacological  or  other  biological,  target‐directed  therapy.  The  chronicity  and 













gaining  weight,  refusal  to  maintain  adequate  nutrition,  often  associated  with  an 
erroneous  image of  the self as  fat,  loss of original body weight  to < 85% of normal, 
disturbance of body image and negative self‐evaluation and absence of at least three 
consecutive menstrual  periods  (DSM‐IV,  1994).  Other  common  aspects  of  AN  are 
hyperactivity  which  occurs  in  31‐80%  of  the  cases  (Hedebrand  et  al.,  2004)  and 
osteoporosis in 20‐50% of the patients (Legroux‐Gérot et al., 2007; Munoz et al., 2002; 
Herzog  et  al.,  1993;  Zipfel  et  al.,  2000).  Both  AN  and  BN  are  characterized  by 
anomalous  patterns  of  feeding  behavior,  and  deviant  attitudes  and  perceptions 
relating to body weight and shape. Anorectics rarely stop eating completely and are 
resistant to feeding drives rather than having a complete suppression of appetite. BN 
is  commonly  associated with binge eating  followed by  some  type of  compensatory 





1 a ratio between the observed number of deaths in a study population and the number of deaths that would be expected, based on the 
age- and sex-specific rates in a standard population and the age and sex distribution of the study population 
2 the total number of cases in the population that up to the point of assessment has experienced the condition, compared to the total 




self‐evaluation  influenced by body  shape and weight, no anorexia nervosa,  frequent 
occurrence of binge eating episodes  accompanied by  a  sense of  loss of  control  and 




AN.  Individuals with  AN  and  BN  are  also more  frequently  diagnosed  with  anxiety, 
depressive and obsessive compulsive disorders at some  time  in  life  (Kaye 2008).  It  is 




The management  of  AN  treatment  requires  a multidisciplinary  approach  combining 




AN  has  seriously  impeded  the  clinical  efforts  to  develop  and  adjust  the  care  and 
treatment regimes. For that purpose  it appears crucial to gain deeper  insight  into the 
behavioral,  psychological  and  metabolic  changes  and  alterations  of  hormones, 




spectrum, overweight/obesity,  and  its detrimental effects on humans  as well  as  the 
enormous  costs  for  society.    Overweight  and  obesity  increase  the  risk  of  severe 
diseases  such as  cardiovascular disease,  type  II diabetes and  some  types of  cancers. 
Two to seven percent of the total healthcare costs have been estimated to be related 
to obesity in several developed countries (Low et al. 2009). The prevalence of obesity 
and  overweight  in  Sweden  in  2006  was  approximately  52%  of males  and  37%  of 
females,  and  the  same  values  for  USA,  in  2006, were  73%  and  61%  ,  respectively 
(numbers  from  SCB,  OECD  and  Folkhälsoinstitutet).  A  Pubmed  search  using  the 
keyword “obesity” generated  in November 2009 more  than 125 000 hits, whereas a 
search on “anorexia” generated a bit over 21 000 hits, to a great extent reflecting the 
fact  that  much  less  time,  money  and  effort  are  spent  on  understanding 




Cachexia  is  a  syndrome with  decreased  appetite  in  combination with  an  increased 









FTT  is a term used to describe an  infant or a child whose growth  is  inadequate for  its 
gender  and  age.  FTT may  be  of  either  organic  (OFTT) with  an  identifiable medical 
cause,  such  as  chromosomal  abnormalities,  gastro‐intestinal  (GI)  or  endocrine 
disorders,  or  of  non‐organic  (NOFTT)  origin  (Schwartz  and  Abegglen  1996).  The 
majority of cases in developed countries are of non‐organic origin. These cases can be 
associated  with  psychosocial  problems,  however,  more  frequently  no  organic  or 
psychosocial etiology  is  found.  If no organic problems are  found and all psychosocial 
factors have been excluded, the condition  is termed  idiopathic FTT (IFTT).  In many of 
these cases, the infant has a decreased appetite resulting in a decreased caloric intake. 
It appears as if the hypothalamus is not synchronized to the caloric requirements of the 
infant. One  to  five  percent  of  all  pediatric  hospital  admissions  are  estimated  to  be 
associated with FTT (Kasese‐Hara et al. 2002; Shaoul et al. 2003). 
 
I believe  that everyone, who ever  tried  to diet or  simply had  to wait  for  supper, a 
while  longer  than  expected,  can  easily  recognize  the powerful  forces of hunger.  In 







This  thesis  focuses  in particular on gaining new knowledge  regarding  the molecular 
mechanism(s) of food  intake‐regulation centered  in the hypothalamus, relating them 







to  ensure  that  these  requirements  are  fullfilled,  i.e.  the  energy  homeostasis,  a 
complex system of signals regulating food intake and energy utilization, with the goal 
of keeping the energy stores sufficient and relatively constant (Figure 1). Usually the 




































1.1.1 Hypothalamus – center for long-term regulation of food intake 
The  center  of  long‐term  regulation  of  food  intake  originates  in  neurons  in  the 
mediobasal part of hypothalamus,  the arcuate nucleus  (Arc).  In  this area  the blood‐
brain‐barrier  is partly permeable, allowing entrance of peripheral hormones, binding 
to  receptors  on  neurons  in Arc,  thereby  affecting  their  activity  and  controlling  the 
energy status (Figure 2). Two groups of neurons  in Arc are vital for the regulation of 
food  intake.  One  group  expresses  the  anorexigenic,  food  intake‐inhibiting 
neuropeptide  pro‐opiomelanocortin  (POMC)  and  cocaine‐  and  amphetamine‐ 





other  areas  within  hypothalamus,  e.g.  the  dorsomedial  hypothalamus  (DMH),  the 
lateral  hypothalamic  area  (LHA),  the  medial  preoptic  area  (MPO)  and  the 










































(ob)‐gene,  cloned  in  1994  (Zhang  et  al.  1994).  Already  in  the  1950´ies  Kennedy 
proposed a  lipostatic mechanism for the purpose of maintaining energy homeostasis 
(Kennedy  1953).  Thus,  he  postulated  that  the  size  of  the  fat  stores  is  sensed  by  a 
‘lipostat’ that subsequently regulates energy homeostasis, i.e. food intake and energy 
utilization,  to maintain body weight at a specific set point. A  few years  later Hervey 
could demonstrate  the prescence of a hormone,  that  later  turned out  to be  leptin, 
acting as such a lipostatic signal (Hervey 1959).  
 
Leptin  is  expressed  by  adipose  tissue  and  circulates  in  the  blood  stream  in  levels 
corresponding  to  the  amounts  of  adipose  tissue.  Leptin  enters  the  brain  via  the 
median eminence  located  in  the mediobasal part of  the hypothalamus, close  to Arc 
and  binds  to  receptors  expressed  on  the  food  intake‐regulating  POMC/CART  and 
NPY/AGRP neurons. The binding of leptin to the anorexigenic POMC/CART neurons is 
increasing their activity. The opposite is true for the orexigenic NPY/AGRP neurons, i.e. 







postnatal development of  these neuronal projections  from Arc  to  its  target areas  in 
and outside the hypothalamus (Bouret et al. 2004). 
 
The  leptin receptor  is encoded by the diabetes  (db)‐gene and exists  in several splice 








homeostasis  via  the  arcuate  neurons  (Baskin  et  al.  1999).  Like  leptin,  insulin  is 
circulating in the blood stream reflecting the energy status in the body, though being 
secreted  from pancreas  instead of adipose  tissue. The receptors  for  insulin  (IRs) are 
distributed  in most  tissues  of  the  body  and  are  broadly  expressed  in  the  central 
nervous  system  (CNS)  (Bruning  et  al.  2000).  IRs  are  expressed  in  the  arcuate  food 
intake‐regulating  neurons,  and  insulin  binding  stimulates  the  activity  of  the 
POMC/CART  neurons,  while  inhibiting  the  NPY/AGRP  neurons  (Schwartz  2006). 





primarily  in  the  stomach.  In addition  to being a powerful  stimulator of  food  intake, 
ghrelin  is  suggested  to  function  in  GI  motility,  gastric  acid  secretion  and  various 
immunological and reproductive processes (Nogueiras et al. 2008). The plasma levels 
of ghrelin are  stringently  correlated with  recent  food  intake and are,  in  contrast  to 
insulin,  increased before  and decreased  after  a meal  (Morton  and  Schwartz  2001). 
Ghrelin  binds  to  its  receptor,  growth  hormone  secretagogue  receptor  1  (GHSR‐1), 
expressed on NPY/AGRP neurons, and stimulates the neuronal activity. Expression of 
GHSR‐1 has, up till now, not been seen on POMC/CART neurons. However, since the 










Stanley et al. 1992).  In addition, NPY  is  involved  in many other  functions,  including 








Arc appears  to be  the most  important one  for  the  regulation of  food  intake. More 
than 90% of the NPY neurons in Arc co‐express AGRP (Broberger et al. 1998; Hahn et 









The  melanocortin  system  of  the  hypothalamus  constitutes  a  unique  food  intake‐
regulating system, including both the anorexigenic POMC peptides and the orexigenic 







centrally, e.g  in Arc and NTS  (Cone 2005).  In Arc, POMC  is  co‐expressed with CART 
(Vrang et al. 1999). The documented effects of melanocortins are far further than just 
regulation of food  intake and energy expenditure, also being  involved  in such varied  
processes as  the regulation of blood pressure, heart rate,  inflammation and erectile 
function (Cone 2005). The effects of POMC peptides are mediated via five G‐protein‐
coupled  receptors, MC1‐5  (Cone  2005).  α‐MSH  exerts  the  anorexigenic  effects  via 
agonistic action at MC3 and ‐4, the receptors also acted upon by AGRP, however as an 
inverse agonist/endogenous antagonist. The POMC neurons are stimulated by binding 
of  leptin  and/or  insulin  to  the  corresponding  receptors  (Cone  2005;  Cowley  et  al. 
2001;  Grill  and  Kaplan  2002).  These  neurons  can,  in  contrast,  be  inhibited  by  the 
neighboring NPY/AGRP neurons (Cone 2005; Morton and Schwartz 2001).  
 
AGRP  is  an  orexigenic  polypeptide,  composed  of  132  amino  acids,  exclusively 
expressed  by  the  arcuate  NPY  neurons  (Broberger  et  al.  1998;  Hahn  et  al.  1998). 
AGRP,  as  the  name  implies,  has  25%  homology  with  the  agouti  protein,  solely 
expressed  in hair‐follicles. Agouti acts  in a paracrine  fashion  to  inhibit deposition of 
the  black  pigment  eumelanin.  By  antagonistic  action  at  MC1,  agouti  favors  the 
production of  the  yellow pigment phaeomelanin  (Morton  and  Schwartz 2001).  Like 
agouti, AGRP  exerts  its  effects  via  the melanocortin  system  by  antagonism/inverse 
agonism on MC3 and ‐4.  
 
The  orexigenic  effects  of  AGRP  have  been  revealed  by  central  administration  or 
genetic  over‐expression  of  the  peptide  resulting  in  hyperphagia,  anabolism  and 
obesity. AGRP appears to have more long‐term effects than NPY. In fact, a single i.c.v. 






in hypothalamus, which  can be alleviated by administration of  leptin  (Mizuno et al. 
1998).  In addition, expression of AGRP  is  increased  in two mouse models of obesity, 
























Galanin  is  a  29  amino  acid  peptide  (Tatemoto  et  al.  1983)  that  is  produced  by 
hypothalamic neurons located in e.g. Arc, DMH, PVN and LHA. Galanin stimulates food 
intake, with a preference  for  fat  (Leibowitz and Kim 1992), but  is  in  comparison  to 
other orexigenic peptides, such as NPY, less potent. Thus, the food intake stimulating 
effect  is  less notable and  lasts  for a shorter period  (Gil‐Campos et al. 2006; Meister 
2007). 
 





Dopamine  is  another  important  food  intake‐regulating  neurotransmitter,  together 
with noradrenaline and serotonin often called classical neurotransmitters. Orexigenic 
effects of dopamine were first indicated by the reduced food intake as a consequence 
of  6‐hydroxydopamine  lesions  in  rats  (Ungerstedt  1971).  However,  the  role  of 
dopamine  in  food  intake‐regulation  is not as  straight  forward as  initially  suggested. 
Rather the effects of dopamine on food intake appear to be dependent on the region, 












sending wide, ascending projections,  including  to  the hypothalamus  (Meister 2007). 
Disturbances  of  the  serotonergic  systems  results  in  increased  appetite  and  body 
weight (Waldbillig et al. 1981). Release of serotonin is enhanced in the hypothalamus 
in response  to  food  intake, mostly reflecting carbohydrate  intake, promoting satiety 
(Meguid et al. 2000). 
 
















of  special  importance  in  the  regulation  of  food  intake  and  energy  availability. One 
such mechanism  is  the  adenosine  monophosphate  kinase  (AMPK)  activity, which 
responds  to  the  ratio  of  AMP/ATP,  i.e.  AMPK  activity  increases  in  response  to 
increased AMP/ATP  ratio. The activation of AMPK  stimulates mechanisms aiming at 
increasing cellular ATP  levels, e.g.  increased uptake of glucose  (Horvath et al. 2009). 
Both  NPY/AGRP  and  POMC/CART  neurons  in  Arc  express  AMPK  (Minokoshi  et  al. 
2002).  
 






but  recent  studies  argue  that  ROS  also  have  a  crucial  role  in  regulating  neuronal 




uncontrolled  generation  of  ROS  in  NPY/AGRP  neurons  impairs  the  firing  of  these 
neurons (Andrews et al. 2008). 
 
ATP‐sensitive  potassium  channels  (KATP  channels)  in  VMH  and  Arc  have  been 
suggested  to  be  another  player  in  energy  homeostasis,  in  particular  in  glucose 
sensing.  KATP  channels  are  expressed  by  70%  of  the  arcuate  neurons,  including 
NPY/AGRP and POMC/CART neurons (Gyte et al. 2007; van den Top et al. 2007). It is 
becoming  increasingly  evident  that  the  KATP  channels  are  involved  in  insulin  and 





1.2 DEVELOPMENT OF ARCUATE CIRCUITS CONTROLING FOOD 
INTAKE 
















1.3 THE ANORECTIC ANX/ANX MOUSE 
This thesis is based on studies of the anorectic anx/anx mouse. Genetic animal models 
of  disturbed  energy  homeostasis  have  been  of  great  importance  in  elucidating  the 
mechanisms  behind  regulation  of  food  intake  and  energy  expenditure.  Most 
commonly  these have been models of obesity, while  studies of models of anorexia 
have  been  limited.  One  reason  for  this  could  be  that  genetic  animal  models  of 
anorexia/reduced  food  intake  are  less  common,  for  various  reasons.  The  anorectic 
anx/anx mouse  is  thus a valuable  tool when  studying  regulation of  food  intake and 
energy expenditure. 
 
The  recessive  anorexia  anx mutation was  found  at  the  Jackson  laboratory  in  1976 
(Maltais et al. 1984). The anx mutation arose spontaneously in the F2 generation of a 

























intake  and  an  emaciated  appearance.  From  around  P5,  and  possibly  even  earlier, 
anx/anx mice eat less than normal littermates (+/+), although it is noteworthy that the 
day‐to‐day  variations  in  food  intake  resemble  the  pattern  seen  in  +/+ mice.  From 
around P9 they start to deviate from the normal growth curve, and by P21 they weigh 
half as much as the +/+ mice, approximately four vs. eight grams (Figure 3). They also 





1.3.1 Neurochemical aberrances in the anx/anx mice 
Histochemical  studies  of  the  anorectic  anx/anx  mice  have  revealed  aberrant 
transmitter and neuropeptidergic systems,  in particular  in systems  important for the 
regulation of food intake and energy metabolism (summarized in Table 1) (Broberger 




(PVH,  LHA, DMH  and Arc) when  comparing  anx/anx mice  and  +/+ mice  at  P21.  In 










IHC with  antibodies  against  α‐MSH,  one  of  the  POMC  peptides,  showed markedly 
attenuated  ir fibers, and staining for ACTH, another POMC‐peptide, showed reduced 
numbers  of  ir‐cell  bodies.  The  NPY  receptor  Y1  which  decorates  the  soma  and 
dendrites  of  POMC/CART  neurons  (Kopp  et  al.  2002)  confirmed  these  results  by 




well  as  the  olfactory  bulb,  frontal  cortex,  hippocampus  and  cerebellum  in  anx/anx 
mice  (Jahng  et  al.  1998;  Son  et  al.  1994).  BrdU‐  and  TUNEL‐labeling  studies  have 
shown  increased cell proliferation and apoptosis  in dentate gyrus of these mice (Kim 
et al. 2001). A differential display analysis have  identified several genes  that can be 
related  to  the  phenotypes  of  the  anx/anx mice,  among  them  apoptotic  protease 
activating  factor  1  (Chun  et  al.  2003).  Increased  hypothalamic  expression  of 
neurotrophin  tyrosine  kinase  receptor 3 has  also been documented  in  the anx/anx 
mice, a receptor which also  is associated with eating disorders  in humans (Mercader 
et  al.  2008b).  A  gene  expression  study  on  hypothalamus  indicated  inflammatory 
processes  in  the hypothalamus  of  the anx/anx mice  (Lachuer  et  al.  2005),  another 
showed enrichment of deregulated genes involved in cell death, cell morphology and 










CART  ↓ cell number  ↓ fiber density ↓ mRNA
POMC      ↓ mRNA
Y1  ↓ cell number  ↓ dendrite density ↓ mRNA
Y2      ↓ mRNA




1.4 ADDITIONAL GENETIC MOUSE MODELS OF DISTURBED ENERGY 
HOMEOSTASIS 
In addition to the mutant anx/anx mice several other models, in particular knock‐out 
(KO)  mice,  have  been  extensively  studied,  and  important  information  about  the 
transmitters and pathways critical for the regulation of food intake has been obtained 
from these mice (summarized in Table 2). The most familiar animal models of obesity 

























AGRP‐ablation, adult  inhibits feeding, starvation (Gropp  et  al.  2005;  Luquet  et  al. 
2005) 
Overexpression AGRP  obesity,  increased  food  intake, 
hyperinsulinemia 
(Ollmann et al. 1997) 
Agouti yellow (Ay)  obesity, resistance to satiety  (Huszar  et  al.  1997;  Lu  et  al. 
1994). 
















Erickson  et  al.  1997).  Likewise,  AGRP‐KO mice  do  not  have  an  obvious  phenotype 
related  to  body weight,  food  intake  or  adiposity  (Qian  et  al.  2002),  and  neonatal 
ablation of AGRP has no effect on food  intake nor body weight (Luquet et al. 2005). 
However, adult AGRP ablation  inhibits feeding and results  in starvation (Gropp et al. 
2005;  Luquet  et  al.  2005),  thus  suggesting  that  some  compensatory mechanism(s) 
isactive  during  the  young  ages.  The  starvation  caused  by  adult  ablation  of  AGRP 
neurons was originally hypothesized  to be due  to  the  loss of GABA‐ergic  inhibitory 
input  from  the  NPY/AGRP  neurons  on  the  POMC/CART  neurons,  thereby  causing 
increased anorexigenic signaling  (Gropp et al. 2005). Wu and collegues showed that 
the  starvation  resulting  from  adult  ablation  of  AGRP  neurons  is  independent  of 
melanocortin  signaling  (Wu  et  al.  2008)  and  can  instead  be  attributed  to  a  loss  of 












1.5 NEUROINFLAMMATION AND IMMUNE REACTIONS IN THE BRAIN 
The CNS was for long held as an immune privileged organ, a view primarily based on 
the restricted access of immune cells, since the blood‐brain‐barrier prevents entrance 

















the  neuronal  survival  by  secreting  anti‐inflammatory  substances  and  neurotrophic 
factors  (Nakajima  and Kohsaka 2004;  Streit et  al.  2005).  In  addition, microglia may 
support generation of new neurons, neurogenesis,  in both  intact and  injured brain. 
Acquiring of either a detrimental or supportive role by activated microglia seem to be 
dependent on  the  state of activation and  thereby  the  types and  levels of cytokines 
released (Ekdahl et al. 2009). An important factor in the activation of microglia is the 








1998;  Neumann  et  al.  1995;  Schultzberg  et  al.  1989;  Thams  et  al.  2008).  Several 
studies  state  that  neuronal MHC  class  I  expression  is  induced  in  response  to  the 
activity  of  the  neuron  and  that  silent/inactive  neurons  are more  prone  to  express 
MHC  class  I  than  active  ones.  Thus,  neurons  exposed  to  tetrodotoxin,  resulting  in 
‘paralysis’,  show  a  dramatic  induction  of MHC  class  I‐related  genes  and  proteins 
(Neumann  et  al.  1997).  On  the  contrary,  others  have  shown  that  MHC  class  I 
expression is increased in hippocampal neurons following kainic acid‐induced‐seizures 
(Corriveau et al. 1998). Interestingly, electrically active neurons have been reported to 
control  the  immune  function of  surrounding glia  cells by  suppressing  the glial MHC 
class I expression, a process suggested involving neurotrophic factors (Neumann 2001; 





1.5.3 Hypothalamic inflammation – impact on energy homeostasis 
Inflammatory signaling in the hypothalamus, by e.g. cytokines, appears to be a crucial 
mediator  in  the  so called  sickness  response,  that  includes anorexia, cachexia,  fever, 
inactivity,  lethargy,  anhedonia  and  adipsia  (Thaler  et  al.  2010).  Several  of  the 
inflammatory cytokines secreted by activated microglia, e.g. interleukin‐6 and tumour 
necrosis factor‐α have been shown to promote negative energy balance. One example 
being  that  injection  of  cytokines  into  the  third  ventricle  results  in  decreased  food 






in  a  variety  of  tissues,  causing  resistance  to  both  leptin  and  insulin.  In  fact, 





1.6 NEURODEGENERATION AND NEURONAL CELL DEATH 
The  selective  and  progressive  dysfunction  and  death  of  neurons  occurring  in 
neurodegenerative diseases,  such as Parkinson, Huntington, Alzheimer and multiple 
sclerosis,  can  be  due  to  many  factors.  Oxidative  stress,  free  radical  formation, 
impaired bioenergetics, mitochondrial dysfunction and neuroinflammatory processes 






The electrical excitability  and  structural  and  synaptic  complexity of neurons put  an 
extraordinarily  large  demand  on  energy  production  (ATP)  by  the  oxidative 
phosphorylation  system  (OXPHOS)  in  the mitochondria.  In particular  the  axons  and 
synaptic  terminals  are  sensitive,  since  they  require high  amounts of ATP  to  rapidly 
restore  ion gradients, via  ion pumps,  following depolarization and neurotransmitter 














phenotype  than  progressive  ablation  over  months.  This,  once  again,  indicates 
compensatory mechanisms and possibly neuronal plasticity in the case of a less acute 
loss of neurons. In fact, Kokoeva et al. (2005) have shown that neurogenesis occurs in 
hypothalamic  feeding  centers  in  adult  mice  and  suggested  it  to  play  a  role  in 
development  of  obesity  by  changing  the  energy‐balance  set  point  (Kokoeva  et  al. 
2005;  Ryu  et  al.  2008).  Furthermore,  hypothalamic  neurons    have  been  shown  to 









Other examples of  the  relation between  food  intake  and neurodegeneration  is  the 
finding  that  reduced  caloric  intake  or  periodic  fasting  increases  the  resistance  of 
neurons  to  metabolic  and  oxidative  injury,  and  thereby  enhances  survival  and 
plasticity of neurons  (Mattson and Liu 2002).  In addition, monosodium glutamate, a 





1.7 MITOCHONDRIA – RELATION TO NEURODEGENERATION 
The mitochondria play a vital  role  in  the metabolism of  the cell by being  the major 
producer of ATP through the OXPHOS system. Mitochondria also play a critical role in 




1.7.1 The oxidative phosphorylation system 
OXPHOS, located in the inner membrane of the mitochondria, is the major site for ATP 
production  in  cells.  In  short,  oxidation  of  NADH  and  FADH2,  generated  by  the 
metabolism  of  amino  acids,  sugars  and  fatty  acids,  produces  electrons  that  are 
shuttled along the respiratory chain, giving rise to an electrochemical gradient, and in 
the end generation of ATP (Leonard and Schapira 2000a). OXPHOS is made up of five 
multisubunit  complexes  (I‐V), out of which  complex  (CI)  is  the  largest. At CI, NADH 
generated via the metabolism of e.g. sugars,  is oxidized, thereby releasing electrons 
that are transferred via electron carriers (ubiquinone and cytochrome c) as well as CIII 
and  CIV  to  the  final  acceptor,  molecular  oxygen.  At  the  same  time  protons  are 









With respect to the  large number of subunits  included  in CI,  it can be expected that 
many factors are required for the proper assembly of this complex of proteins. So far, 
at  least  eight  putative  assembly  factors  for  CI  have  been  documented,  NDUFAF1, 
NDUFA12L  (B17.2L,  NDUFAF2),  Ecsit,  huInd1,  C6ORF66  (NDUFAF4),  C8ORF38, 
C20ORF7 and AIF (Ogilvie et al. 2005; Saada et al. 2008; Saada et al. 2009; Sheftel et al. 





1.7.2 Mitochondrial dysfunction  
Mitochondrial  dysfunction  have  been  implicated  in  a  variety  of  neurodegenerative 
diseases, e.g. Parkinson, Huntington and Alzheimer (Ekstrand et al. 2007; Leonard and 
Schapira 2000b). ROS appear to be key factors in the degenerative process by causing 
oxidative  stress  and  cell  death.  The majority  of  ROS  are  products  of  the OXPHOS 
system,  in  particular  CI,  even  under  normal  conditions,  but  levels  increase 
substantially during dysfunction of CI (Ott et al. 2007).  
 
Mitochondrial  disorders  present  very  different  clinical  manifestations,  e.g.  limb 
weakness, encephalomyopathies, myopathy, seizures and lactic acidosis (Leonard and 
Schapira  2000a).  CI  deficiency  is  the  most  common  cause  of  respiratory  chain 
dysfunctions and often occurs as a result of impaired assembly of the 45/46 proteins 








been documented.   Most  frequently, disease‐causing mutations are  in genes coding 
for subunits or assembly factors of the respiratory chain complexes, and mutations in 
all 14 genes coding for core subunits of CI have been described. Leigh syndrome is also 
known as  subacute, necrotizing encephalopathy, and  is a  severe neurodegenerative 
disease. Despite large variations in the clinical and genetic background of the disease, 
a common theme is a progressive decline of the CNS due to focal, necrotizing lesions 





and  IV  could be  inhibited by 70‐80% before major  changes  in oxygen  consumption 
occurred,  whereas  inhibition  of  CI  by  only  25%  was  sufficient  to  cause  marked 

























3 MATERIALS & METHODS 




3.1 ANIMALS (PAPER I-IV) 
anx breeding pairs  (B6C3‐a/a‐a +/+ anx) were originally obtained  from  the  Jackson 
laboratory  (Bar  Harbor, ME),  and  a  breeding  colony was  established  at  Karolinska 
Institutet  in 1995. The animals were kept  in an animal facility at 12h  light‐dark cycle 
and  a  temperature  of  25°C. Pups were  allowed  to  suckle  ad  libitum. Handling was 




3.1.1 Genotyping (Paper I-IV): 
All  mice  included  in  this  thesis  were  genotyped  using  simple  sequence  length 
polymorphism (SSLP) markers mapped to the sub‐chromosomal region, where the anx 
mutation  is  located. The primer pairs were designed around simple  repeats, usually 
CAn located in the anx interval. Due to different genetic backgrounds, the anx‐product 
and  the  +/+  product  deviate  in  size,  making  separation  of  the  products  by  gel 










3.2 MAPPING OF THE ANX-GENE (PAPER IV) 
The mapping  of  the  anx‐gene was  done  during  the  thesis work  of my  supervisor, 




A  linkage map  positions  genes  or  genetic markers  in  relation  to  each  other  on  an 
interval, given  in centimorgan3  (cM) and  is based on  the  recombination  frequencies 
during  cross‐over  of  homologous  chromosomes.  The  greater  the  frequency  of 






31cM is equivalent to 1% crossover rate 
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3.2.1 Creating a linkage map of the anx-gene (Paper IV) 
The  first  step  in  mapping  a  gene  is  to  localize  the  locus  of  interest  to  a  sub‐
chromosomal  region,  and  the  second  step  is  focused on  identifying  closely  linked 
markers. When working with mutant mice with a deviant phenotype,  such as  the 
anx/anx mice, a panel of mice  is  created  in which  segregation of  the mutant and 
wild type (wt) alleles can be followed by expression of the phenotype(s). One usually 
starts by crossing one strain carrying the mutation with another strain. The greater 
the  genetic  distance  between  the  strains,  the  better  the  chance  of  finding 




Already when this project was first  initiated  in our  laboratory, the anx‐interval had 
been mapped to an  interval around 20 cM proximal to the agouti‐locus, on mouse 
Chromosome 2  (Maltais  et  al. 1984).  To  further narrow down  the  interval  and  to 
create a  linkage map of the anx  interval, two different  intercrosses were set up.  In 
addition to intercrossing, backcrossing can be used. Both types of breeding schemes 
start with a  cross between  two parental  strains.  Intercross  continues with a  cross 
between two F1 animals of the same heterozygous genotype at the loci of interest, 
often  two  siblings,  while  backcrossing  continues  with  mating  between  a 
heterozygous F1 animal with a homozygous animal for either allele, usually from a 
parental  strain.  Intercrossing was  choosen,  since  it has  two main advantages over 
the backcross. First, intercross is the only choice when dealing with lethal recessive 
mutations, such as the anx‐mutation, since both the heterozygous F1 parents will be 
normal.  The  second  advantage  is  that  informative meiotic  events  occur  in  both 
parents, thereby rendering twice as much  information per animal compared to the 




meioses). Cross 2 was  set up between B6C3Fe‐anx A/+ a  and CAST/Ei,  and 372  F2 
progeny (744 meioses) from this cross were analyzed. DNA was prepared from tail tips 
according  to  standard  salting  out  procedures.   All mice were  genotyped with  SSLP 














3.2.2 Creating a physical map of the anx-gene (Paper IV) 




Prior  to  the  full  genome  sequencing  project  one  had  to  start  building  the  physical 
maps by  screening genomic  libraries, which  is  ideally done with markers  that  show 
absolute  linkage to the gene and closely flanking markers on both sides of the gene. 
Three mouse  libraries were used  to  screen  the anx‐interval. The P1  library  (derived 
from  E14  [129/Ola]  ES  cells) was  screened by  successive  rounds of PCR  to  identify 
clones that carried the markers as recommended above. The other two libraries, PAC 
(RPCI‐21)  and  BAC  (RPCI‐23,  segment  two),  were  screened  to  fill  gaps  and/or  to 
provide additional coverage. DNA from the clones was isolated and used to generate 
sequence tagged sites (STS) to serve as probes when screening for overlapping clones. 
A  subset of  the overlapping P1, PAC and BAC  clones  spanning  the anx‐interval was 
shotgun  sequenced.  In  the  first  step DNA  from  the  genomic  clones  is mechanically 
sheared  to  generate  random  fragments,  typically  1‐3  kilobases  in  length.  The 
fragments  are  then  cloned  into  a  vector with  common  promoter/primer  sites.  The 
sequence data obtained  from each end of  the  random clones were assembled  to a 





3.3 IN SITU HYBRIDIZATION (PAPER I & III): 
ISH  is a method used to  localize regional cellular expression of mRNA  in tissues. We 
used  radioactive  ISH  with  oligoprobes,  typically  encompassing  48  bases,  to  study 
expression of AGRP during development in +/+ mice, and MHC class I related genes in 
anx/anx  and  +/+ mice. An  alternative  is  to  use  riboprobes which  are  cDNA  clones 




The  ISH  technique has been described  thoroughly  (Schalling et al. 1991) and can be 




42°C.  The  sections  were,  after  washing  and  air‐drying,  dipped  in  NTB2  nuclear 








with  the  pattern  found  with  IHC.  Another  common  way  to  test  specificity  is  to 
 29 
 




3.4 IMMUNOHISTOCHEMISTRY (PAPER I-IV): 
IHC  is  used  to  localize  regional  expression  of  protein  in  tissues  or  cell  culture.  A 
thorough  protocol  can  be  found  in  Paper  I‐IV.  Briefly,  anesthetized  mice  were 
perfused via the ascending aorta with Tyrode’s Ca2+‐free solution, followed by fixation 




on  a  cryostat  and  thaw‐mounted  on  gelatine‐coated  glass  slides.  Sections  were 
processed  either with  the  indirect  immunofluroescence  technique  (Coons  1958)  or 








horseradish  peroxidase  (HRP)‐conjugated  antibodies  and  subsequently with biotinyl 
tyramide (Perkin Elmer). HRP catalyzes the deposition of numerous activated tyramide 
molecules, which bind to electron dense areas in the vicinity. A great advantage of the 








An additional advantage  is  the ability  to do double/triple‐labeling with  two or  three 
markers,  by  which  co‐localization  or  close  apposition  of  proteins/peptides  can  be 
studied.  
 
The  validity  of  results  obtained  with  IHC  is  directly  related  to  the  specificity  of 
antibody/antisera,  which  can  be  controlled  for  by  preadsorption  of  the 










3.4.1 TUNEL- and active caspase 6-staining (Paper III) 
Terminal  dUTP  Nick  End  Labeling  (TUNEL)  is  an  assay  commonly  used  to  detect 
apoptotic  cells, and we used  it  to  study  such  cells  in hypothalamus of  the anx/anx 
mice.  The  method  is  based  on  enzymatical  labeling  of  free  3´OH  DNA  ends  in 
apoptotic cells by terminal transferase (Gavrieli et al. 1992). 
 
In  brief,  tissues  were  fixed  and  prepared  as  reported  in  the  previous 
‘immunohistochemistry‘  section,    and  treated with  2%  H2O2  in methanol  to  block 
endogenous  peroxidases.  Permeabilization  solution was  applied  to  sections  before 
applying TUNEL reaction mixture (In Situ Cell Death Detection Kit, Roche Diagnostics, 









Kanoh  et  al.  1999).  Criticism  has  been  raised,  since  the  terminal  transferase  adds 
labeled nucleotides to a variety of DNA ends, and since DNA damage is not a feature 
unique for apoptosis, but can occur in necrosis and during repair of DNA as well. The 
TUNEL‐method  is also dependent on  the  staining  reagent’s accessibility  to  the DNA 
strand  breaks  (Saraste  and  Pulkki  2000).  In  addition,  the  duration  of  apoptotic  cell 
death has been estimated to be approximately 6‐24hrs, resulting in a relatively short 
window  for detection by  for example TUNEL‐labeling. Thus, only a  small detectable 
proportion of apoptotic cells is present at a single timepoint. 
 
Activation  of  cysteine  proteases,  called  caspases,  is  a  critical  step  in  apoptosis 
increasingly often used as a marker for this type of cell death. We used IHC to study 
activation  of  caspases  in  hypothalamus  of  the  anx/anx  mice  (see 
‘immunohistochemistry‘  section  in  ‘materials  and  methods’).  The  caspases  cleave 
cellular substrates, such as the nuclear lamina and proteins related to the stability of 
the chromatin structure, giving rise to the apoptotic morphology and fragmentation of 
DNA.  It  is suggested that different types of cell death share common mechanisms  in 
the  early  phase,  whereas  the  sort  of  caspase  determines  the  type  of  cell  death 
occurring  (Gavrieli  et  al.  1992;  Saraste  and  Pulkki  2000).  For  example,  caspase  3 
appears to be involved in neuronal cell body apoptosis, whereas caspase 6 is required 
for axonal degeneration  (Nikolaev et al. 2009). Thus,  for studying cell death  in brain 
tissue,  a  combination  of  TUNEL‐labeling  and  caspase  staining  appears  to  be  better 
than  either  of  them  alone.  By  also  adding morphological  studies  of  neurons  and 
supporting  cells,  e.g. nuclear  condensation  and/or  shrinkage of neurons,  as well  as 
activation of glia cells, one can strengthen the cell death studies further.  In Paper III 







3.4.2 Dihydroethidium injections (Paper IV) 
Injections of dihydroethidium (DHE) can be used to visualize local in situ production of 









3.5 MICROARRAY (PAPER IV) 
Microarray expression analysis  is a high‐throughput method and a common way to 




Total  RNA was made  from  Arc  of  3  anx/anx  and  3  +/+ mice.  Comparisons were 
performed between all anx/anx mouse samples and all +/+ samples giving a total of 
9 comparisons. Results were included for pathway analysis, if they showed increased 
or decreased expression  in at  least 7 out of 9  comparisons.  In addition, a  second 




3.5.1 Ingenuity pathway analysis (Paper IV) 
Genes  from  the microarray analysis,  identified as being differentially expressed  in 
anx/anx  mice,  were  used  to  generate  canonical  pathways  prominent  in  Arc  of 
anx/anx  mice,  by  Ingenuity  Pathway  Analysis  (IPA;  Ingenuity  Systems®, 
www.ingenuity.com).  Canonical  Pathways  Analysis  gives  the  most  relevant  cell 
signaling and metabolic pathways in the dataset. 
 
Genes  from  the microarray  dataset  that met  a  cutoff  of  1.4  fold  change  (up  or 
down),  and were  associated with  any  of  the  canonical  pathways  in  the  Ingenuity 
knowledge  base, were  included  in  the  statistical  analysis.  The  significance  of  the 
association  between  the  dataset  and  the  canonical  pathway  was  calculated  by 
Fisher’s  exact  test,  determining  the  probability  that  the  association  between  the 





3.6 REAL-TIME PCR (PAPER IV) 
Real‐time PCR is a convenient way to quantitatively analyze expression levels of genes. 
We  used  it  to  study  the  expression  of  Ndufaf1,  the  candidate  gene  for  the  anx‐
mutation,  in  several  tissues.  In  short,  total RNA  from  six  samples per genotype and 
tissue  (brain, pancreas, heart,  lung, kidney,  liver and skeletal muscle) was prepared. 
cDNA was  synthesized by  reverse  transcription of  total RNA.  cDNA was mixed with 
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3.7 SDS PAGE (PAPER IV) 
Western blot is a method used to quantify the levels of a specific protein in a sample 
of  tissue, either homogenate or extract. The most common  type of Western blot  is 
based  on  electrophoresis of proteins  in  a buffer  containing  sodium dodecyl  sulfate 
(SDS)  and  on  polyacrylamide  gels  (PAGE).  SDS maintains  the  protein  sample  in  a 
denaturated  state,  once  it  has  been  treated  with  reducing  agents  to  remove 
secondary and tertiary structures, and gives a negative charge to the proteins, which 
thereby will move  through  the gel,  towards  the positive electrode. Smaller proteins 
will move  faster  through  the  gel  and  a  separation  of  proteins  is  created  based  on 
molecular  size.  Gel  electrophoresis  is  followed  by  transfer  of  the  proteins  to  a 
membrane, where they are accessible for detection, by the use of antibodies specific 




and  +/+ mice. Brain  lysates were diluted with  loading  buffer  and  applied on  a  gel, 
transferred by wet transfer to a membrane which was blocked with milk, followed by 
incubation  with  primary  antiserum  against  NDUFAF1,  and  secondary  antibody 




3.8 BLUE NATIVE PAGE (PAPER IV) 
Native PAGE is a non‐denaturating blot which keeps protein complexes associated and 
folded as they would be  inside the cell. Blue Native PAGE (BN PAGE)  is based on the 
Coomassie  blue  dye,  which  provides  negative  charges  to  the  complexes,  allowing 
electrophoretic separation. 
 
We  used  BN  PAGE  to  study  levels  of  complex  I  and  subcomplexes  in  the OXPHOS 
system  of  anx/anx mice.  Briefly,  hypothalamus  from  anx/anx  and  +/+ mice  were 
dissected  out  and mitochondria were  isolated  as  described  (Lapidus  and  Sokolove 
1993).  Hypothalamic  tissue  was  homogenized  in  preparation  buffer  and,  by 
centrifugation at low speed, all unbroken cells and cell nuclei were removed. Further, 
the mitochondrial pellet, obtained by centrifugation at high speed, was washed and 
resuspended  in  buffer. Mitochondrial  proteins  were  prepared  for  BN  PAGE  using 




by  transferring  the  proteins  to membranes  and  immunodetection  was  performed 




3.9 SEQUENCING (PAPER IV) 
To search for sequence alterations in our candidate gene, Ndufaf1, genomic DNA and 
total  RNA/cDNA  from  anx/anx  and  +/+ mice were  sequenced.  Genomic  DNA was 











3.10 ALLELE SPECIFICITY (PAPER IV) 
To evaluate if the down regulation of Ndufaf1 is directly related to the mutation, and 
not a secondary effect of  the starvation, we performed an allele specificity analysis. 
Sequencing of  the Ndufaf1 gene  in anx/anx and +/+ mice  revealed a silent T/C SNP 
(Ensembl  gene  ID  ENSMUSG00000027305 Ndufaf1  +87  T/C)  that  could  be  used  to 
separate the anx‐allele from the wt‐allele. Total brain tissue from four heterozygous 
(anx/+) mice were  used.  RNA  and  DNA were  isolated  using  Trizol,  and  cDNA was 
prepared in triplicates using the same procedure as for real‐time PCR and sequencing. 
Duplicates of the DNA and cDNA were PCR amplified over the T/C SNP and quantified 
using  PyroSequencing.  Imbalanced  expression  of  the  two  alleles  was  assessed  by 









cox  1,  and  a  marker  for  nuclear  DNA,  cyclophyllin,  were  used  to  evaluate  the 
proportion  of  mitochondrial  vs  nuclear  DNA  in  anx/anx  compared  with  the 
proportions  in +/+ mice. cDNA  from  four anx/anx and  four +/+ hypothalamus were 







3.12 RESPIROMETRY (PAPER IV) 





CII,  in  the  anx/anx  mice,  we  used  the  respirometer  Oxygraph  2K  equipped  with 
polarographic  oxygen  sensor  (Oroboros  Instruments,  Innsbruck,  Austria).  In  short, 
hypothalamus from anx/anx and +/+ mice was homogenized in a buffer denominated 
MIR05  containing  EGTA,  MgCl2,  KH2PO4,  HEPES,  sucrose,  taurine,  BSA  and  K‐
lactobionate  and was  added  to  the  oxygraph  chamber  together with  buffer.  After 
equilibrating the respiration medium with air, the substrates were added to measure 
different  states  of  respiration.  Thus,  to  measure  state  4  respiration  of  CI,  which 
reflects  activities  of  complexes  and  proton  leakage  across  inner  mitochondrial 
membrane, pyruvate and malate were added. By addition of ADP, state 3 respiration, 
the respiration that is coupled to ATP synthesis, was measured and followed by adding 
glutamate  to  increase  the  respiratory  capacity.  Succinate was  added  to  study  the 
combined respiration via CI and CII. The integrity of the mitochondrial membrane was 






4 RESULTS & DISCUSSION 
 
4.1 DEVELOPMENT OF ARCUATE FOOD INTAKE-REGULATING 
SYSTEMS IN ANX/ANX AND +/+ MICE (PAPER I, II & III) 
In Paper I, we studied the expression of AGRP mRNA by ISH in normal mice and were 
able  to  conclude  that  AGRP  appear  to  be  exclusively  expressed  in  Arc  during  the 
developmental ages studied, i.e. P1, 5, 10, 15 and 21. Low levels were found already 
by birth  (P1), although detection  required  longer exposure  time  than  for  the other 










fibers were  devoid  at  birth,  and were  found  at  the  earliest  by  P5.  An  innervation 
pattern resembling the adult was reached around P15 in DMH and LHA, and at P21 in 
PVN  (Paper  I). This  is  in accordance with earlier studies using axonal tracing  in mice 
(Bouret et al. 2004) and IHC against NPY in rat (Grove and Smith 2003). Thus, the three 
first postnatal weeks appear to be critical for the development of hypothalamic food 
intake‐regulating  systems  and  represent  a window  in  time,  during which  different 












POMC/CART  system  in  anx/anx  and  +/+  mice.  Here  we  demonstrated  that  the 
POMC/CART system in anx/anx mice does not deviate from the +/+ pattern until P21 
(exemple from PVN in Figure 4 C, D, G and H). Thus, we concluded that the abnormal 























4.2 INFLAMMATORY AND DEGENERATIVE MARKERS IN 
HYPOTHALAMUS OF THE ANX/ANX MOUSE (PAPER II & III) 
 
4.2.1 Activated microglia 
In Paper  II, we used antiserum directed against  ionized calcium‐binding adapter one 
(Iba1) to study activated microglia, since the expression of this molecule is strongly up 
regulated  in  microglia  under  this  condition.  Activation  of  microglia  occurs  as  a 
response  to  various  injuries  in  the  nervous  system,  e.g.  stroke,  virus  infection  or 
degeneration.   We were  able  to  detect  a  region‐specific  activation  of microglia  in 
several hypothalamic as well as extra‐hypothalamic areas  in anx/anx mice from P12, 
with a stronger activation at P15 and 21 (exemplified by P21 in Figure 5). Interestingly, 

























additional marker  for  activated microglia)  combined with  confocal microscopy, we 
were able to detect several activated microglia, tightly surrounding, almost embracing 
NPY/AGRP‐  and  POMC/CART‐  expressing  neurons  (examplified  by NPY‐ir  neuron  in 
Figure 6 A), resembling the pattern seen  in a previous study and described as a new 
type of cell death (Ribak et al. 2009). Ribak and collegues suggested that this cell death 
deviates  from both apoptosis and necrosis and  instead,  involves a novel, microglia‐




4.2.2 Hypothalamic expression of MHC class I 
In  Paper  III, we  found  further  indications  for  a  neurodegeneration  in  the  anx/anx 
mouse. Using ISH and IHC we detected strong and region specific expression of MHC 
class  I and related molecules,  in all areas previously showing activation of microglia. 
This was  perhaps  not  very  surprising  since  activated microglia  are well  known  to 
express MHC class I. The  interesting finding was the detection of the MHC class I co‐
subunit β2m in Arc NPY/AGRP and POMC/CART neurons. For long the CNS was seen as 
an  immune  privileged  site,  being  devoid  of  expression  of MHC  class  I  and  other 
immunerelated molecules, but several studies have, during the last decades, reported 
expression  of  MHC  class  I  by  both  neurons  and  glia  cells  during  pathological 
conditions, such as multiple sclerosis, viral encephalitis and brain  injury (Moffett and 
Paden 1994; Neumann 2001; Xiao and Link 1998), but also  in relation  to changes  in 
electrical activity (Corriveau et al. 1998; Neumann 2001; Neumann et al. 1995). Thus, 
‘paralysis’ of neurons with tetrodotoxin was shown to cause a dramatic  induction of 
MHC  class  I‐related  genes  and  proteins  in  all  neurons  (Neumann  et  al.,  1997).  In 
contrast,  others  have  shown  that MHC  class  I  expression  is  increased  by  induced 
seizures in hippocampal neurons, i.e. during increased neuronal activity (Corriveau et 
al., 1998). However, both  these conditions have an abnormal neuronal activation  in 
common, which  could  explain  the  apparently  conflicting  results. Most  of  the  β2m‐
expressing neurons in Arc of the anx/anx mice were absent of or had low expression 
of FosB (Paper III), a marker for cellular activity (Frenois et al. 2007), suggesting that 
the neurons expressing  the MHC class  I  subunit are  silenced or have a  low activity. 
Taking  into  account  a  study  showing  that MHC  class  I  is  crucial  for  the  selective 
maintenance of synapses and regeneration after injury (Oliveira et al. 2004), one can 




4.2.3 Markers of cell death 
In Paper III, we show further support for a degenerative process  in hypothalamus of 









studying active caspase 6 by  IHC  in Paper  III. Active caspase 6  is required for axonal 
degeneration,  in  contrast  to  caspase  3  which  is  required  for  cell  body  apoptosis 




expression  lacks  in  the  part  of  the  fiber  in which  the  active  caspase  6  dependent 
degenerative process has started. Regarding double‐labeling of active caspase 6 and 
α‐MSH, no clear co‐localization was detected. However, the two markers were often 
expressed  in  close vicinity  to each other, not definitely  ruling out expression  in  the 

















Figure 6. A. Activated microglia, expressing  Iba1,  in  close apposition  to a NPY‐ir neuron  in Arc of an 
anx/anx mouse, indicated by a thick arrow. B. NPY‐fiber expressing active caspase 6 in hypothalamus of 
an anx/anx mouse. Green arrow points toward a section of the fiber expressing only active caspase 6, 




also  studied  FluoroJade,  active  caspase  3  and  leukemia  inhibitory  factor  1 without 
gaining any conclusive results. Whether this is because these markers are involved in a 
type of  cell death/degeneration  that does not occur  in  the anx/anx mice, or  if  it  is 







4.3 MICROARRAY AND PATHWAY ANALYSIS (PAPER IV) 









4.4 THE ANX-MUTATION AND GENE (PAPER IV) 
In Paper  IV, we performed  studies  to elucidate  the anx‐gene and  ‐mutation and  its 
biological  function. One of  the approximately 40 genes  in  the anx‐interval, Ndufaf1, 
was, based on the microarray study and its biological function, of particular interest to 
us.  We  verified  the  down  regulation  of  the  Ndufaf1  gene  by  Taqman  real  time 
expression  analysis  in  total  brain,  pancreas,  liver  and  lung,  and  showed  a  down 














above  one  indicates  a higher  expression  of  the wt‐allele.  The  ratio was,  in  all  four 
cases studied, higher than one (Paper IV), this suggesting that the down regulation of 







transport of electrons, which  in the end  is  leading to generation of ATP. In Paper IV, 
BN PAGE was used to assess the assembly of CI in anx/anx and +/+ mice and indicated 
lower  levels  of  fully  assembled  CI  and  presence  of  subcomplexes  of  CI  in  anx/anx 
hypothalamus.  
 
After  injection  of  dihydroethidium, which  creates  a  red  fluorescent  staining  in  the 
tissue when reacting with endogenous ROS, we have seen  increased  levels of ROS  in 




microarray  study,  performed  on  Arc  from  anx/anx  and  +/+ mice,  revealed  several 
genes involved in oxidative stress that were up regulated in anx/anx mice, e.g. SOD1 
and peroxiredoxin 1. The subsequent IPA analysis revealed that the most prominently 





respiration via CI  is approximately 30%  less  in anx/anx. No significant difference was 














5 CONCLUSIONS & HYPOTHESES  
The  studies  included  in  this  thesis  provide  strong  evidence  that  the  characteristic 





consists  of  at  least  45  proteins,  that  need  to  be  assembled  properly  for  optimal 
function, i.e. oxidation of substrates and initiation of the transport of electrons in the 
OXPHOS  chain, which  in  the  end  leads  to  generation  of  ATP,  by  ATP  synthase.  In 
addition, CI is the main intracellular source of ROS in the mammalian cell, also during 
normal  conditions,  i.e.  when  solely  fully  assembled  CI  is  present.  Non‐





deficiency  with  lower  levels  of  fully  assembled  CI  and  increased  levels  of 
subcomplexes. Some of these subcomplexes are likely to still have oxidative capacity, 
but might not be able  to  transport  the electrons  further and  thereby  leak electrons 
into  the matrix  of  the mitochondria  and  thereby  contribute  to  the  increased  ROS 
production  in  the  anx/anx  mouse.  ROS  have  been  implicated  in  a  number  of 
pathological  states  such  as  apoptosis,  cancer,  atherosclerosis,  inflammation  and 
neurodegenerative  disorders  (Orrenius  2007).  However,  ROS  do  not  only  cause 
oxidative  stress,  but  can  also  act  as  a  food  intake‐regulating  signal  affecting  the 
arcuate neurons, monitoring glucose and  lipid  levels.  Increased  levels of ROS  inhibit 
food intake (Benani et al. 2007; Leloup et al. 2006). Our believe is, thus, that the food 
intake‐suppressing  effect  of  ROS  could  contribute  to  the  initial  starvation  in  the 
anx/anx mice, during the first postnatal days (Maltais et al. 1984).  
 
Most of  the phenotypes of  the anx/anx mouse,  such as  starvation and emaciation, 
closing  of  eyelid,  abnormal  gait  and  tremors  can  be  attributed  to  abnormalities  in 




Several  studies have  indicated a neurodegenerative process  in  the hypothalamus of 
the anx/anx mice. We have shown reduced AGRP‐LI in all the projection areas of the 
NPY/AGRP  neurons  in  anx/anx  mice  from  around  P12‐15  in  correlation  with  an 
activation of microglia both  spatially and  temporally  (Paper  II).  In addition we have 
shown that Y1‐LI, a marker for the POMC/CART neurons,  is reduced  in anx/anx mice 
from  around  P15‐  21  (Paper  III).  Interestingly,  activated microglia were  often  seen 






gyrus  granule  cell. When  larger  openings  occurred,  the  neuron  displayed  a watery 
cytoplasm and nucleoplasm and damaged organelles (Ribak et al. 2009). This type of 
cell  death  differs  from  both  necrosis  and  apoptosis  and  might  thereby  escape 
detection by classical degenerative/apoptosis markers (Ribak et al. 2009). In fact, we 
have performed  studies with  such  classical markers, e.g. FluoroJade,  caspase 3 and 





few  arcuate‐neurons  expressing  Y1  or  AGRP  (Paper  III).  By  TUNEL‐labeling  we 
detected  significantly  increased  number  of  apoptotic  cells  in  hypothalamus  of  the 
anx/anx mice  compared  with  +/+ mice  (Paper  III).  But  perhaps  the most  striking 
evidence for hypothalamic degeneration  in these anorectic mice  is the co‐labeling of 
NPY  and  active  caspase  6  in  Arc,  DMH,  amygdala  and  zona  incerta.  Caspase  6  is 
required  for axonal degeneration,  in contrast  to neuronal cell body apoptosis which 
involves caspase 3 (Nikolaev et al. 2009) and has been implicated in the pathology of 
degenerative disorders  such  as Alzheimer’s  (Nikolaev et  al. 2009)  and Huntington’s 




pancreas  and muscles.  According  to  our  real‐time  expression  analysis,  Ndufaf1  is 
down regulated in brain, pancreas, muscle, lung and liver but not in kidney and heart. 
This discrepancy between tissues might indicate that the anx mutation is located in a 
tissue  specific  promoter  and  explains why  the  core  anx‐phenotypes  are  related  to 
brain  functions, as well as why we do not detect any unique sequence alteration  in 
coding regions of Ndufaf1. In addition, most of the studies so far have been indicative 




So how could one explain  that apparently only  specific organs or brain  regions and 
even specific neurons appear to be affected by the mutation in Ndufaf1? It is unlikely 
that  the anx mutation  is affecting a promoter  specific  for  certain  types of neurons, 





stress. One potential explanation  is  related  to  the ATP‐ and  sulphonylurea‐sensitive  
K+‐ATP channels. These channels are well characterized and  their electrophysiological 
and pharmacological role in skeletal‐, cardiac‐ and smooth muscles, pancreatic β‐cells 
and  peripheral  as  well  as  central  nervous  system,  including  the  AGRP/NPY‐  and 
POMC/CART‐neurons, are well documented (Dunn‐Meynell et al. 1998; Ibrahim et al. 
2003; Thomzig et al. 2005). As the name implies, this group of potassium channels  is 
regulated  by  intracellular  ATP,  which  closes  the  channel  leading  to  membrane 
depolarization,  thereby  linking  cell  excitability  to  metabolic  status  (Ashcroft  and 
 43 
 
Ashcroft 1990). An  important  function  suggested  for  the neuronal K+‐ATP channels  is 
neuroprotection (Blondeau et al. 2000). During conditions of low intracellular ATP, e.g. 
during metabolic stress and ischemia, the K+‐ATP channels are open and the membrane 
is  hyperpolarized.  This  reduces  neuronal  activity  and  neurotransmitter  release,  in 
order  to  save  ATP,  and  could  protect  against  excitotoxicity  and  calcium  overload, 
which is of importance in situations of metabolic stress (Ballanyi 2004; Blondeau et al. 
2000).  However,  if  the  neuronal  activity  is  chronically  reduced,  the  expression  of 
genes  and  proteins  important  for  neuronal  survival  will  be  reduced,  and 
neurodegeneration is likely to occur (Chergui et al. 1997; Liss and Roeper 2001). Thus, 
a  transient  activation  of  the  K+‐ATP  channels may  be  a  short‐term  neuroprotective 
response  to metabolic  stress, whereas  chronic  K+‐ATP  channel‐activation  could  have 
fatal  consequences  for  the  cell. One  can  speculate  that  the  longer  time needed  to 
build up the electrochemical gradient across the mitochondrial membrane when CI is 
not  functioning  optimally,  as  in  the  anx/anx  mice,  leads  to  lower  levels  of  ATP 
generated by ATP synthase.  
 
Several  studies  state  that neuronal MHC  class  I expression  is activity dependent,  in 
such a way that silent/inactive neurons are more prone to express MHC class  I than 
active  ones  (Neumann  et  al.  1995;  Neumann  et  al.  1997).  Interestingly,  we  have 
detected expression of MHC class I in arcuate neurons of the anx/anx mice (Paper III). 
This  would  indicate  silencing/inactivation  of  arcuate  NPY/AGRP  and  POMC/CART 
neurons, potentially as an initial response to save these neurons from ATP‐deficiency. 
In addition, MHC  class  I molecules have been  shown  to be  crucial  for  the  selective 
maintenance  of  synapses  and  regeneration  after  injury  (Oliveira  et  al.  2004)  .  A 













inhibition  has  for  long  been  implicated  in  the  pathogenesis  and  degeneration  of 
dopaminergic  neurons  in  Parkinson’s  disease  (Beal  1996;  Hanna  and  Bhatia  1997; 
Hirsch  et  al.  1997).  Furthermore,  chronic  infusion  of  low  doses  of  the  CI  inhibitor 
rotenone  has  been  shown  to  induce  Parkinsonism  as  well  as  selectively  cause 
neurodegeneration  of  dopaminergic  neurons  in  rats,  even  though  the  infusions 
caused a uniform CI  inhibition throughout the brain  (Betarbet et al. 2000).  It  is thus 
possible that the reduced Ndufaf1 expression and CI deficiency observed  in anx/anx 
mice  leads  to  hyperpolarization  and  inactivation  of  the more  vulnerable  neuronal 
subpopulations expressing  the Kir6.2/SUR1 K+‐ATP channels,  like  the arcuate neurons 
and the dopaminergic subpopulation in substantia nigra (SN) and striatum. This could 
in  turn  explain  the  selective  degeneration  of  arcuate  neurons  seen  in  the  anx/anx 
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mice. Based on  this  theory we  studied SN of anx/anx and +/+ mice by  IHC, but no 
apparent difference was detected with any of the three markers used,  i.e.  Iba1, CCK 
and TH. We cannot, however, exclude the possibility of detecting differences in SN by 
the use of other markers and/or more  sensitive  techniques, e.g.  stereology.  In  fact, 
altered dopaminergic transmission has been detected in striatum of the anx/anx mice 
(Johansen  et  al.  2001).  Another  possibility  is  that  the  arcuate  neurons, which  are 
highly  active,  perhaps  especially  during  the  first  three weeks,  during weaning,  are 
more severely affected by ATP‐deficiency and increased ROS levels. 
 
In conclusion,  this  thesis provides strong evidence  that  the anorexia and premature 
death  of  the  anx/anx  mouse  is  associated  with  hypothalamic  mitochondrial 
dysfunction.  The  anx mutation  leads  to  lower  levels  of Ndufaf1  as well  as  of  fully 
assembled CI  in the OXPHOS system and accumulation of sub‐complexes resulting  in 







6 FUTURE PERSPECTIVES 
In the near future, the focus of the anx/anx project will be genetic studies, primarily to 
find the sequence alteration of the anx‐gene, but also to study regulatory motifs in the 
sequence.  Additional  studies  will  center  round  the  degenerative  process  in  the 
anx/anx mice,  likely by studying  the projections of  the NPY/AGRP‐ and POMC/CART 
neurons with electron microscopy, possibly combined with  IHC, and by crossing  the 
anx/anx mice with POMC‐ and NPY‐GFP mice. By electron microscopy we would  like 












7 PERSONAL REFLECTIONS 
When presenting our data  in public  I am often, and not  surprisingly, asked  in what 
way our studies relate to AN. My belief  is that the process of deranged food  intake‐
regulating  neurons  and  subsequent  degeneration  is  a  likely  explanation  to  the  lost 
hunger  and  satiety  that many AN‐patients  describe,  as well  as  to  the  problems  of 
gaining them back, once these signals are lost. In AN there is often in the beginning, a 
voluntary decision to  initiate dieting,  in contrast to the anx/anx mice were the  initial 
starvation is related to the mutation, but in both cases a vicious cycle is started, where 
increasing numbers of  the  food  intake‐regulating neurons  are affected.  In addition, 
there  is a genetic component  taking part  in  the process of developing AN, probably 
making some people more prone to fall into this vicious cycle. Based on this reasoning, 
my  conviction  is  that  strategies  to  treat AN  should  focus on  ‘re‐learning‘  to eat, by 
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